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RESUMEN

Especies de hongos pueden degradar compuestos xenobiéticos contaminantes del suelo entre los que se
encuentran los hidrocarburos. El objetivo de este trabajo fue determinar el potencial de tres cepas de
Trichoderma, aisladas de suelo contaminado con petréleo, para la biorremediacion. Trichoderma harzianum
CCECH-Te1, Trichoderma viride CCECH-Te2 y Trichoderma psedokoningii CCECH-Te3 se incluyeron enun
ensayo con cada cepa independiente. El indculo se ajustd a una concentracion de 1x10% conidios ml? que se
aplico sobre suelo contaminado por un derrame de petréleo. Después de 96 dias de realizada la inoculacion,
se tomaron muestras de suelo a 10 y 15 cm de profundidad. Se determind el contenido de hidrocarburos
totales, hidrocarburos aromaticos policiclicos y metales pesados como cadmio, niquel y plomo. Con los
datos obtenidos se calculé el porcentaje de remocién por cada cepa de los compuestos analizados. Tanto a
10 cm como a 15 cm de profundidad se constaté la remocion de los compuestos en porcentajes que alcanzaron
entre 47 y 69.1% en los hidrocarburos y hasta 53.72% en los metales pesados. Esto denot6 el potencial de
las tres cepas para la biorremediacion de suelos contaminados.
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Potential of Trichoderma spp. strains for the bioremediation of soils
contaminated with petroleum

ABSTRACT

Fungi species can degrade xenobiotic compounds contaminating the soil, including hydrocarbons. The objective
of this work was to determine the potential of three strains of Trichoderma, isolated from soil contaminated
with petroleum, for bioremediation. Trichoderma harzianum CCECH-Tel, Trichoderma viride CCECH-Te2 and
Trichoderma psedokoningii CCECH-Te3 were included in one assay with each independent strain. The inoculum
was adjusted to a concentration of 1x10% conidia mI* which was applied to soil contaminated by an oil spill.
After 96 days of inoculation, soil samples were taken at 10 and 15 cm depth. The content of total hydrocarbons,
polycyclic aromatic hydrocarbons and heavy metals such as cadmium, nickel and lead were determined.
With the data, it was calculated the percentage of removal of the analyzed compounds by each strain. At 10
cm and 15 cm depth, it was observed the removal of the compounds in percentages that reached between 47
and 69.1% in the hydrocarbons and up to 53.72% in the heavy metals. It which denoted the potential of the
three strains for bioremediation in contaminated soils.
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INTRODUCCION

La contaminacion de suelos y agua por
compuestos xenobiéticos es un problema
mundial. Los xenobiéticos son sustancias
guimicas que son ajenos a los sistemas
bioldgicos e incluyen plaguicidas, hidrocarburos
arométicos policiclicos (HAP), compuestos
aromaticos policlorados, disolventes,
hidrocarburos y otros contaminantes como
surfactantes, siliconas y plasticos. La
eliminacion de tales contaminantes requiere del

uso de técnicas fisicas, quimicas y biol4gicas.
Su eleccién depende de las propiedades
especificas del suelo y los contaminantes (Mule
y Melis, 2000).

En Ecuador son frecuentes los derrames de
hidrocarburos al suelo y se hainformado de dafios
considerables al medioambiente por esta causa,
principalmente en zonas amazédnicas. La
restauracion de estos ecosistemas exige cada
vez mas el uso de alternativas amigables con
el medioambiente y econémicamente viables.
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Los contaminantes como plaguicidas,
hidrocarburos y metales pueden acumularse
en los suelos, sedimentos y las plantas. Los
(HAP), son muy preocupantes por su
persistencia en el medio ambiente
(especialmente en el suelo) y los potentes
efectos carcinogénicos, mutagénicos y
teratogénicos que estos compuestos tienen
sobre los organismos vivos (Bispo et al., 1999;
Billiard et al., 2008).

Muchas cepas de bacterias y hongos pueden
degradar al menos algunos componentes de
hidrocarburos contaminantes. Esto hace de
esos dos grandes grupos microbianos del suelo
prometedores reservorios de actividad de
degradacion de dichos compuestos (Pickard
et al., 1999; Kanaly y Harayana, 2000; Harms
etal., 2011; Stefani et al., 2015). Por esta razon,
la biorremediacién se perfila como una via para,
ademas de la destruccion de los compuestos
organicos, ofrecer una alternativa de bajo costo
en comparacién con otras técnicas de
remediacion, que sélo estabilizan o eliminan los
contaminantes (Errasquin y Vazquez, 2003;
Cernigliay Sutherland, 2010).

Sin embargo, independientemente del enfoque
adoptado, la biorremediacion eficaz depende
de la capacidad para estudiar microorganismos
gue son autéctonos de sitios contaminados y
gue sean capaces de metabolizar esos
compuestos. Tanto los métodos de cultivo
independientes como dependientes para el
andlisis de las comunidades microbianas se
han utilizado con frecuencia para describir
microorganismos de ambientes contaminados
con hidrocarburos (Stefani et al., 2015).

Aungue muchas especies de Trichoderma son
comunmente empleadas para la produccién
industrial de enzimas, el control biol6gico de
patdégenos, la promocion del crecimiento en
plantas, etc. (Contreras-Cornejo et al., 2009;
Druzhinina et al., 2011; Castro et al., 2015), su
uso en la biodegradacién de xenobibticos es
limitada (Harman et al., 2004; Atagana, 2009;
Su etal., 2011; Zafra y Cortés-Espinosa, 2015).
Varias referencias indican el potencial de cepas
de este género flungico para metabolizar
diferentes hidrocarburos y emplearlos como
fuente de carbono en ensayos in vitro
(Matsubara et al., 2006; Atagana 2009). Sin
embargo, su uso para la remocién de
contaminantes en el suelo no ha sido extensivo.
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La aplicacién de Trichoderma para el
tratamiento de sitios contaminados puede
convertirse en una realidad en un futuro
préximo, ya que pueden producirse a bajo costo
en grandes cantidades a escala industrial y
formularse para aplicaciones de campo (Singh
y Nautiyal, 2012).

Atendiendo a lo anterior el objetivo de este
trabajo fue determinar el potencial de tres cepas
de Trichoderma, aisladas de suelo
contaminado con petréleo, para la
biorremediacion.

MATERIALES Y METODOS
Cepas fungicas

Se emplearon tres cepas pertenecientes a la
Coleccion de Cultivos Microbianos de la
ESPOCH aisladas de suelos contaminados
con hidrocarburos en la provincia de
Esmeraldas: Trichoderma harzianum
CCECH-Tel, Trichoderma viride CCECH-Te2
y Trichoderma psedokoningii CCECH-Te3.

Muestras de suelo

Se realizaron muestreos de suelo en areas de
una refineria en la provincia de Esmeraldas,
Ecuador donde se habian producido derrames
por la ruptura de calentadores situados cada
cierto tramo de los ductos. Se seleccionaron
sectores contaminados y sin contaminacion por
derrame de hidrocarburos cuyas
caracteristicas se muestran en la tabla 1. En
cada uno de los sectores se delimité una
parcela de 5 x 5 m de donde se tomaron las
muestras de suelo. Se recolectaron
independientemente muestras de cada sector
gue se depositaron en envases plasticos y se
transportaron al Departamento de Fitopatologia
de la Facultad de Recursos Naturales, Escuela
Superior Politécnica de Chimborazo.

Efecto de cepas de Trichoderma sobre
hidrocarburos y metales pesados en el
suelo

Para determinar el efecto de tres cepas de
Trichoderma en la remocion de hidrocarburos
y metales pesados en suelo contaminado se
disefi6 un ensayo con cada cepa
independiente. En cajones de madera de 20
cm de largo por 15 cm de ancho y 25 cm de
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Tabla 1. Caracteristicas fisico-quimicas del suelo.

Variable Suelo no contaminado Suelo contaminado con petréleo
pH 6.6 6.8

Materia organica (%) 3.6 M 228B

NHa4 (mg 1)) 21.31B 16.79B

P20s (mg I'%) 113.4 A 120.5 A

Mn (mg I'%) 27 M 17M

B (mg I'Y) 0.27M 1.32 A

Fe (mg IY) 29 M 18B

Textura Franco Limoso Franco arenosa

Estructura Suelta Bloques Subangulares

B=bajo, M=Medio, A= Alto. Andlisis por el Centro de Servicios Técnicos y Transferencia Tecnoldgica
Ambiental (CESTTA) de la Facultad de Ciencias de la ESPOCH.

profundidad se colocaron muestras de suelo
contaminado a razén de 9 kg/cajén. Como
controles se empled suelo no contaminado y
suelo contaminado sin aplicacion de
Trichoderma.

Las cepas de Trichoderma crecidas durante
5 dias en placas de Petri de 9 cm de
diametro en medio de cultivo Agar Papa
Dextrosa (PDA) se tomaron para preparar el
in6culo. Para ello se adicionaron a las placas
de Petri 10 ml de una solucion de Tween 80
al 0.1% (v/v) en agua destilada y se
removieron los conidios con un asa
bacterioldgica. La suspension de conidios
obtenida se homogeniz6 en un agitador
vibratorio durante 30 segundosy se ajustd
a una concentracion de 1x10° conidios ml™.
Posteriormente, se inocularon por aspersion
25 ml de la suspensién de conidios a cada
unidad experimental y se mezclaron con el
suelo. Se emplearon tres repeticiones por
tipo de suelo y cepa.

Después de 96 dias de realizada la inoculacion,
con la ayuda de un barreno se tomaron
muestras de sueloa 10y 15 cm de profundidad.
Las muestras se analizaron por el Centro de
Servicios Técnicos y Transferencia Tecnolégica
Ambiental (CESTTA) de la Facultad de Ciencias
de la ESPOCH (acreditado por el Organismo
de Acreditacién Ecuatoriano (OAE), con
Acreditacién No. OAE LE 2C 06-008. Registro
Oficial 404). Mediante los protocolos
normalizados en este laboratorio se determin6
el contenido de hidrocarburos totales, HAP
(naftaleno, acenafteno, fluoreno, fenantreno,

antraceno, fluroanteno, pirenodel, antraceno,
criseno, fluoranteno, pireno, dibenzo antraceno,
pirileno) y metales pesados como cadmio,
niquel y plomo. Con los datos obtenidos se
calcul6 el porcentaje de remocion por cada
cepa de los compuestos analizados.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se comprobd que con la inoculacion de las
cepas de Trichoderma disminuyd el contenido
de compuestos contaminantes en el suelo
(Figura 1). La concentracion de hidrocarburos
totales se redujo en mas de 47%, tanto a 10
como a 15 cm. De igual forma, los (HAP)
decrecieron en mas del 50%. Los porcentajes
de remocidn se encontraron en valores
intermedios con respecto a otros referidos por
la literatura cientifica. En este sentido, se han
informado eficiencias que van desde menos del
10% en la degradacién de antraceno por T.
harzianum en suelo (Romero etal., 2002) hasta
85% de diésel por Trichoderma spp.
(Hadibarata et al., 2007).

Estos resultados confirman la necesidad de
evaluar la efectividad de cepas aut6ctonas en
las condiciones en las cuales se realizara la
biorremediacién (Zafra y Cortés-Espinosa,
2015).

Para los HAP con la cepa Trichoderma
harzianum a 15 cm de profundidad, se logré la
mayor eficiencia para la remocién de estos
contaminantes con 69.1%. Este resultado
reviste gran importancia por su posible
aplicacion préctica ya que estos compuestos
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Trichoderma harzianum CCECH-Te
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Figura 1. Remocioén de hidrocarburos y metales pesados por tres cepas de
Trichoderma en suelo contaminado por derrame de petréleo. HT hidrocarburos
totales, HAP hidrocarburos arométicos policiclicos.

son de los contaminantes mas persistentes
en el suelo por sus propiedades que los
hacen resistentes al ataque de los
microorganismos (Cerniglia y Sutherland,
2010; Zafra y Cortés-Espinosa, 2015). Por
otra parte, son contaminantes muy peligrosos
ya que han sido encontrados como
carcinogénicos, genotoxicos, citotoxicos o
ecotoxicos en estudios in vitro e in vivo
(Anyakora, 2007).

Los resultados de este estudio apoyan
investigaciones previas que refieren a varias

especies de Trichoderma con capacidad de
degradar HAP entre las que se destacan T.
harzianum, T. virens, T. hamatum, T. reseei, T.
koningii, T. viride y T. asperelum (Cerniglia y
Sutherland, 2010; Argumedo-Delira etal., 2012;
Zafra et al., 2015). De igual forma, Chaineau
etal. (1999) informaron la capacidad que tienen
algunas especies de Trichoderma para
degradar hidrocarburos saturados vy
aromaticos presentes en aceites combustibles.
El metabolismo de los HAP por los hongos esta
mediado principalmente por la produccién de
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enzimas y otras especies de basidiomicetes,
ascomicetes también se han encontrado con
actividad degradadora de estos compuestos
(Cerniglia y Sutherland, 2010; Zafra y Cortés-
Espinosa, 2015).

En este sentido, April et al. (2000),
identificaron varias especies de los géneros
Trichoderma, Penicillium, Aspergillus y
Gliocladium, George-Okafor et al. (2009)
comprobaron in vitro la actividad de
biodegradacion de petrdleo de aislados
fungicos entre los cuales Aspergillus
versicolor y A. niger exhibieron altos
porcentajes de eficiencia en la degradacidn.

Los metales pesados cadmio y niquel se
redujeron en menor cuantia pero en el caso
del plomo alcanzé hasta 53.72% a los 15 cm
con la cepa T. harzianum CCECH-Tel. Estos
compuestos se encuentran entre los
contaminantes mas dificiles de tratar ya que
no pueden ser eliminados facilmente por los
microorganismos (Errasquin y Vazquez,
2003; Tripathi et al., 2007). Los resultados
confirman hallazgos previos de que cepas de
Trichoderma pueden tener tolerancia a crecer
en presencia de altas concentraciones de
metales pesados (Tripathi et al., 2013).

Tanto a 10 cm como a 15 cm de profundidad
se constatd la remocion de los compuestos
lo cual denot6 el potencial de las tres cepas
para la biorremediacion de suelos
contaminados con derrames de
hidrocarburos y metales pesados. Los
resultados de este estudio abren nuevas
perspectivas para el uso de cepas
autoctonas de Trichoderma en la
biorremediacién de ecosistemas dafiados por
contaminantes de la industria del petréleo.

CONCLUSIONES

Cepas autéctonas de Trichoderma aisladas de
suelo contaminado con petréleo en Esmeralda,
Ecuador, tienen potencial para la remocion de
hidrocarburos y metales pesados.
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